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Von Professor Dr. Norbert Brock,

Dr. Franz J. Geks und Dr. Dietrich Lorenz

Von den verschiedenen bakteriendichten Filtern, die
fiir die Herstellung bakterienfreicer Injektionslosungen
Verwendung finden, haben die Seitz-EXK- und EKS-Fil-
ter noch zusatzlich die Eigenschaft, unter bestimmten
Bedingungen Pyrogene aus einer Losung zurickzuhal-
ten (1, 2].

Wilke u. Voss, dic in dieser Zeilsdhrift hierdiber kurzlich
beriditet haben, machen allerdings die Finschrankung, daff hierbei
der Gehalt an Pyrogcnen in der Filtrationslosung ein bectimmtes
Ausmafi nicht uberesdireiten durfe. Dariiber hinaus wurden die von
ihnen ermittelten Werte nur fur ,reines Wasser® bzw. walrige
Losungen mit echt gelosten Komponenten gelien, anf Lésungen mat
holien Anteilen an grofmolekularen bsw. kolloidalen Substanzen
seien thre Ergebntsse nicht ubertragbar,

Damit werden von den genannten Autoren einige
Schwicrigkeiten angedeutet, mit denen man in der
Praxis doch gelegentlich rechnen mull. bine eigene Be-
obachtung gab uns Veranlassung, uns mit diesem Pro-
blem eingehender zu befassen und die methodischen
Voraussetzungen der Merstellung pyrogenfreier Lo-
sungen weiter zu kliren.

Bei der Uberpriifung ciner Versuchscharge cines In-
jektionspraparates (3%ige Losung des Dinatrinmsalzes
des Diacthyldioxystilben-diphosphats), die cinige Wo-
chen bei Zimmertemperatur gestanden hatte, stellten
wir fest, dal} die Losung stark pyrogenhaltig war. Bei
der Austestung am Kanindien entsprach die Ficber-
wirksamkeit pro ml Losung etwa der Wirkung von
10y eines von uns hergestellten, ,,wasserloslichen Pyro-
gens® (W.P.) bzw.von 300 E Pyrifcr*). Dieser Pyrogen-
gehalt lieB sich trotz zehnfacher Filtration durch je-
weils frische Scitz-EKS-Tilter nicht cindeutig vermin-
dern. Vergleidisweise setzten wir diese Pyrogenmenge
— in Form von W.P, — einer pvrogenfreien, 3%%igen
Losung des Dinatriumsalzes des Diacthyldioxystilben-
diphosphats zu. Auch in diesem Fall lieB sich durch
anschlieflende, mehrfache TFiltration keine Verminde-
rung des Pyrogengehaltes erzielen (Tab. 1).

*) Pyrifer, E. Wz., Asta-Werke AG., Bradkwede/Westf. Das Pri-
parat enthilt fiehererregende Eiweifistoffe aus apathogenen Bakte-
rienstammen der Cofi-Gruppe.




Tab. 1; Verminderung der pyrogenen Aktivitat verschiedener echter l.ésungen mit definiertem Pyrogengehalt durch Filtration (Seitz-
FEKS-Filter). — Eine pyrogene Einheit ist die Pyrogenmenge, welche im Kaninchentest eine durchschnittliche Temperatursteige-
rung um 1* C bewirkt. Der relative osmoiische Drudc einer 0.9%:igen Kochsalzlosung wurde gleich 1 gesetzt.

. . Pyrogene Einheiten .
Konzentration relativer & Pyrogenzusatz )ino”{e wl Llijsung Rgs}t;(l)(gt?\:]iﬁﬁt
der Losung osmotischer Dru tn yiml vor der Filtration | nach der Filtration | nach der Filtration
0,9%n1g 1 0,4 1.1 nicht nachweisbar nicht nachweisbar
50 330 0,25 “Tﬁ‘
Kodisalz
Woig 3.3 0.4 1.8 0,04 _-4“—
1
50 417 49 —=
iz 0,36 0.4 2 nicht nachweisbar nicht nachweisbar
50 417 nicht nachweisbar nicht nachweisbar
Traubenzucker
1000ig 16 0.4 3.3 0.067 _4‘_9_
< 1
50 336 250 T2
Dinatriumsalz
des Stilboestrol- . 1
diphosphats Yorg ! 10 o b6 1
Mol.-Gew. 472




Wilke u. Voss war es gelungen, Losungen mit
cinem Pyrogengehalt entspredhend 508 Pyrifer/ml
durdh Seitz EKS pyrogenlrei zu filiriercen; selbst bet
Anwesenheit von 500 E'mi crzielten die Autoren dardy
cinmalige Filtration wenn auch keine Pyvrogenfrei-
heit, so doch eine gewisse Verminderung des
Pyrogengehaltes, Allerdwings handelt es sich hier um
Untersuchungen mit dem Priparat Pyrifer, bei dem
nur 10% der pyrogenen Gesamtaktivitit als WP vor-
liegt. In Lisungen, die demgegeniber cine wesentlich
geringere pyrogene Gesamtaktivitat (20 I9'mb, diese
jedodh ausscéhlieBlich in Form von WP enthiclten, konn-
ten auch Wilke u. Voss eine vollstindige Pyrogen-
freiheit durch INiltration nidht erzielen; immerhin war
ecin deutlidier Filtrationseffekt nachweishbar, In der
Deutung unserer eigenen Versuche war somit daran
zu denken, dal} der {chlende Filtrationseffekt durch
Unterschiede der Pyrogenkonzentration zu erkliren
sei (300 E/ml WP in uuserem Yersuch gegeniiber 20
L/ml WP bei Wilke no Voss) Dennoch war es anf-
fallend, daB angesichts vnserer umfangreichen Filtra-
tionsmafluahmen (10mablige Filtration und stindiger
Filterwedhsel) eine Pyrocen-Vernunderung nicht fest-
zustellen war, Da Wilke u. Voss in ihren Versu-
chen phvsiologiscdhie Kodisalzlisunz verwendet hatten,
stelten wir uns die Frage, ob auBer der Art und der
Konzentration des Pyrogens audh die Art und Grille
der gleichzeitig in Losung belindlichen Elektrolvie
bzw. Molekiile sowie ihre Konzentration einen EinfluB
aufl die Pyrogen-Adsorption der Filterschichten haben
kinnte.

1. Einzelheiten zur Methodik

a) Testldsungen und Filtration

Als Modellsubstanzen wiithlten wir Kochsalz und
Traubenzudker, crsteres als Tyvp eines Elektrolvten
letzteres als Typ eines Nichtelektrolvien mitilerer Mo-
lekiilgrioBe. Die Konzentration der Kochsalzlosung war
0.9%ig bzw. 3%ig, die der Traubenzuckerlosung 3%ig
bzw. 10%ig.

Den sterilen, pyrogenfreien ldsungen sctzten wir
W.P. in verschiedener Konzentration zu, und zwar in
der ersten Versuchsreihe jeweils 04y Pyrogen/md (ent-
sprechend 12 E Pyrifer/ml) und in der zweiten 50 y
Pyrogen/ml (entsprechend 1300 E Pyrifer/ml). Dieser
Pyrogenzusatz umfaBt in seinem Bereich wohl alle
praktisch vorkommenden Pyrogenverunreinigungen.

Von dem einzelnen Ansatz (ca. 200 ml) schickten
wir etwa 180 ml durch ein ungebrauchies, kleines EKS-
Filter (Scitz EKS. Gréfle 6 nach Uhlenhuth) und
bewahrten das Filtrat und die restlichen. unfiltrierten

5



20 ml iiber Nacht im Eisschrank steril auf. Am folgen-
den Morgen testeten wir dann den Pyrogengehalt des

gefilterten und ungefilterten Anteils.

Deas von uns verwendete Seitz EKS-Filter besall eine Filterfliche
von 20 cm?!. Die Filterbelastung betrug in allen Versuchen etwa
9 1/1000 cm® Filterfliche, die Pyrogenbclastung mithin bei det gerin-
geren Pyrogenkonzentration 3,6 mg/1000 cm’nfllterflache und be: der
hoheren Pyrogenkonzentration 450 mg/1000 cm?® Filterflache.

b) TechnikderPyrogentestung
Die Bestimmung des Pyrogengehaltes erfolgte im

Kaninchentest.

Hierzu verwenden wir 3—4 kg schwere, 2 Jahre alte Chindhilla.
Kaninchen beiderlei Geschlechtes. Die Tiere werden standig in
einem Temperatur-konstanten Raum von 25 C gehalten und gﬁ
stens einmal wochentlich zum Pyrogentest herangezogeu. Das Fut-
ter besteht aus Hafer, gehdadkseltem Heu, frischem Griin und Trink-
wasser ad libitum.

Am Vorsbend des Versuchstages wird den Tieren Futter und
Trinkwasser entzogen und am folgenden Morgen die .normale Kor-
pertemperatur” der Versuchstiere durch zweimalige rektale Mes-
sung im Abstand von 45 min bestimmt. Der zweite Meliwert gilt
als Ausgangswert, Die Bestimmung der Korpericmperatur erfolgt
mit dem Elcktro-Thermometer ,Thermorapid* der Fa. Netheler &
Hinz, Hamburg-Eppendorf, unter Verwendung von Thermoelement-
fiithlern, die mit ihren 3,8 mm dicken Enden 6 em weit ins Rek-
tum eingelibrt werden. Unmiitelbar nach der zweiten Messung
spritzen wir die Pruflosung steril iv. (QOhrvene) ein, wobei wir das
Injekhonﬁvolumen — unabhiinzig von der jeweils mjxnorten Dosis
— bei jeder vergleichenden Priifung konstant halten. Es betrigt
gewbhnf‘mh 0% mi/kg, wird jedoch im Bedarfsfall — hesonders bel
Anwendung von Loésungen mit miederem Pyrogengehalt — bis anf
5 ml/kg gesteigert. Die Injektionsgeschwindigkeit ist bei Injektio-
nen von 0.5 ml/kg etwa 30 cec, hei Injektion von 5 ml/kg etwa
4 min. Die erforderlichen Verdunnungen werden Jeweils mit ste-
riler, pyrogenfreier, physiologischer Kodhsalzlgsung vorgenommen.

Im Anschlull an die Injektion wird fiinfmal die Kérpertempe-
ratur gemessen. und zwar jeweils 60. 120, 210, 330 u. 450 min narh
der Injektion. Fiir die Auswertung wird dic sogenannte maximale
Temperaturdifferenz, das ist die Differenz zwischen der Ausgangs-
temperatur und dem hochsten gemessenen Wert, verwendet.

¢) Auswertung

Die quantitative Auswertung und der Vergleich der
pyrogenen Wirksamkeit in der unfiltrierten und fil-
trierten Losung erfolgte mit Hilfe von Dosis-Wir-

kungskurven,

Zur Ermittlung derartiger Dosis-Wirkungskurven verabfolgen
wir im allgemeinen abgestufte Dosen eines pyrogenen Priparate-
an Stichproben 7—8 Tieren (je Dwsis), beredinen aus den maxima-
len Temperaturdifferenzen innerhalb der Stichproben die arith-
metischen Mittelwerte und tragen diese sowie die zugehdrigen
Dosen in tiblicher Weise in ein halblogarithmisches Koordinaten-
system ein.

Bei Einhaltung der oben erlduterten Stnndardbedmzungen und
bei Verwendung geniigender Tierzahlen ist in einem Bereich der
Temperatursteiperung von 0—1,3 C eine gute Annsherung an eine
lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der verabfolgten Do-
<is und der maximalen Temperaturdifferenz zu erkennen (Abb. t).
Erst oberhalb einer Temperaturdifferenz von 1,3* streuen unsere
Werte stirker, doch reicht der Bereich zwischen 0 und 1,3' woll-
kommen aus, um einen exakien Dosis-Wirkungsvergleich durch-
fithren zu konuen. Die Regression derartiger Wirkungsgeraden ist
gut zu reproduzieren, und zwar sowohl bei Verwendung wasserlgs-
licher Pyrogene als auch bei unserem Priparat Pyrifer. Unter
Verwendung eines Standards ist damit eine guantitative Auswertung

»
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mit Hilfe dieser Wirkungsgeraden ohne weiteres auch routine-
mallig moghdh.
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Abb. 1: Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen abgestulten Dosen von
Pyrnfer bzw. emnem wasserloshichen Pyrogen und den
durchsdhnitthidien maximalten Femperaturdifferenzen im Fie-
bertest am Kaminchen. Ordinate: Durchschmttliche
maximale Temperaturdifferenzen (vgl. Text). Abszisse
Dosen van Pyrifer bsw. dem  wasserloshidien Pyrogen
(log.). Pyr:fer: Dosen 1n Pyrifer-Einherten/kyg iv. Wasser-
loslidhes Pyrogen: Dosen 1 y'hg v,

In analoger Weise fuhrten wir im vorliegenden Falle
dic vergleichende Testung der Losung vor und nach
Filtration durch. Als Kriterium der pyrogeuen Wirk-
samkeit bestimmten wir die Pyrogenmenge, welche im
Mittel eine maximale Temperatursteigerung von 1° be-
wirkt. Diese Menge wird im folgenden als ,Pvrogen-
Einheit” (PE) bezeichnet. Bei dem von uns verwende-
ten wasserloslichen Pyrogenpriiparat entsprach 1 PE
einer Dosis von 0,1—0,2 y Reinpyrogen/kg iv. (vergl.
Abb. 1).

Bei der Testung der unfiltrierten Lisungen begniig-
{en wir uns gewihnlich mit der Priifung von 2 Dosen,
die auf Grund der Kenntnis der Wirkungsstirke der
Priiparate so gewilhlt werden konnten, dafl die hihere
Daosis einen submaximalen (<1.5° >08% und dic gze-
ringere Dosis einen iiberschwelligen (>0,1°, <0.5% If-
fekt bewirkten. Die PE lieBl sich dann in einfacher
Weise aus den beiden Wirkwerten graphisch ermt-
teln,

Bei den filtrierien Lésungen muBten infolge des
zumeist eingetretenen Wirkungsabfalls gewohnlich
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mehrere Dosen injiziert werden, um den geeigneten
Auswertungsbereich zn ermitteln. In einigen Fillen
war jedoch “nach Filtration die Bestimmung einer Wir-
kungsgeraden iiberhaupt nicht moglich, wenn  auf
Grund der starken \Virkungsabnnhmc die erforderli-
chen maximalen Injektionsvolumina (5 ml/kg) keine
Temperatursteigerung zur Folge hatten. Das galt vor
allem bei Priifung der Losungen mit der geringen
Pyrogencinwaage von 0.4 »/ml.

Fiir den quantitativen Vergleich zwischen dem Py-
rogengchalt der unfiltrierten und der filtrierten Lo-
sungen errechneten wir die Anzahl der PE. die je-
weils in 1 ml der gepriiften Liosungen vor und nach
der Filtration nachweisbar waren. Die nach der Filtra-
tion noch vorhandene pyrogene . Restaktivitat® be-
rechneten wir als Bruchicil der Ausgangsaktivitit vor
der Filtration. Der so erhaltene Quotient stellt dann
cin anschauliches quantitatives Maft fir die Stirke
des Filtrationseffektes dar.

2. Versuchsergebnisse

Aus der Aufstellung unserer Versuchsergebnisee
(Tab. 1) ldBt sich zuniichst eine Abhiingigkeit der Py-
rogenadsorption von der Konzentration der Versuchs-
losung erkennen. Aus der 0.9%igen Kochsalzldsung
ist eine weitgehende Entlernung der Pyrogene durch
die Illtmtmn cingetreten. Solhst bei Zosalz der Zro-
ften Pyrogenmungo von 30 y/ml Liel sich die Losung
praktisch pyrogenfrei filiricren; die pyrogene Rest-
aktivitit sank auf 1320 der Ausgangsaktivitat ab.

32

Ein analoges Ergebnis erhielten wir auch bei Te-
stung der 70/01"cn Traubenzuckerlosung; auch bei 7u-
satz hoher Pvrn(fcn(lown war hier eine pyrogene Rest-
aktivitit nicht m(’hr nachweisbar.

Dem gegeniiber Dlieben die stirker konzenirierte
}\odmalz- bzw. Traubenzudkerlgsung nach der Filtra-
tion noch mehr oder weniger deutlich pyrogen wirk-
sam: In der 3%igen Kochsalzlésung sank dic Pyrogen-
aktivitidt im [alle des geringen Pyrogengehaltes von

0,4 y/ml nach der Filtration auf i4 bei dem hohen
Pyrogengechalt von 50 y/ml auf der Ausgangsakti-

vitiat ab.

Analoge Verhiiltnisse fanden sich bei Priifung der
10%igen Traubenzudkerlosung: Bei geringem Pyro-
genzusatz (0,4 y/ml) blieb nadi der Filtration eine

Restaktivitit von -419 nachweisbar, die in der gleichen

Grillenordnung liegt wie bei der 3%igen NaCl-Losung;
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beim hohen Pyrogenzusatz war allerdings der Adsorp-
tionseffekt wesentlich geringer als in der 3%igen
NaCl-l.osung; die Ausgangsaktivitdt blieb nahezu er-

halten (Restaktivitat ', ).

. . 1,4
Diskussion:

Unsere Ergebnisse mit den Losungen geringerer
Konzentration stimmen mit den Befunden von Wilke
u. Voss gut iibercin. Die Pyrogenadsorption der EKS-
Filter wird durch die in Losung befindlichen Molekiile
bzw. lonen nicht nachweisbar beeinflulit. Selbst bei
Gegenwart hoher Pyrogenkonzentrationen gelingt hier
eine weitgehende Entfernung der Pyrogene. Bei der
routinemiafigen Aufbereitung derartiger Injek-
tionslosungen kann daher u. E. nach der Filtration
sogar im allgemeinen auf eine tierexperimentelle Py-
rogenpriifung verzichtet werden.

Im Gegensatz hierzu ist bei Losungen hoherer
Konventrationen ein erhebliches Nachlassen der Py-
rogenadsorption zu verzeichnen. Dies ist nicht nur bei
Lésungen mit hohen Anteilen an grofimolekularcn
bzw. kolloidalen Substanzen der Fall {2], sondern --
wie unsere Untersuchungen zeigen — auch bei echiten
Losungen von Elektrolyten bzw. von Substanzen klei-
nerer und mittlerer Molekiilgrifle. Diese Beobachtung
gewinnt besonders dann praktische Bedeutung, wenn
gleidizeitiz der Pyrogengehalt groR ist. So betrug die
Restaktivitit in der 3%igen NaCl-Losung nach der
IFiltration bei einem Pyvrogenzusatz von 417 Pl/inl
noch 19 PE/ml. in der 10%igen Traubenzuckerlosung
bei cinem Pyrogenzusatz von 356 PE noch 250 PE. Bei
der pyvrogenhaltigen 5%igen Losung von Stitboestrol-
diphosphat (66 PE/ml) war nach der Filtration ein Ab-
fall der Aktivitiit sogar uberhaupt nicht nachweisbar.

Bei cinem Vergleich dieser Daten fillt auf, dal die
39sige NaCl-Losung weit weniger adsorptionshem-
mend wirkt als die 10%ige Lésung des groBermoleku-
laren Traubenzuckers oder die 5%ige Losung von Stil-
hoestrol-diphosphat, die nur anniithernd die Hilfie bzw.
ein Drittel der osmotischen Aktivitit der 3%eigen NaCl-
Losung besitzen. Offensichtlich wird die Pyrogenadsorp-
tion nicht nur durch die Konzentration der Losung,
also durch die Zahl der Molekiile bzw. lonen pro
Volumeneinheit beeinfluflt, sondern auflerdem auch
durch die MolekiilgriBe bzw. Molekiilart. Hinsichtlich
des Wirkungsmechanismus der Adsorptionshemmung
ist in erster Linic daran zu denken, daff die in Lo-
sung befindlichen Molekiile miteinander um die fiir
die Filtration entscheidende Oberfliche konkurrieren.
Nihere Untersuchungen hieriiber haben wir indes
nicht vorgenommen.



Fine Verunreinigung mit groflen Pyrogenmengen
laRt sich bei eincr lege artis aufbereiteten Injektions-
lésung in der Regel vermeiden; sie kann jedoch, wie
auch unser Beispiel (Stilbostrol-diphosphat) zeigt, ge-
legentlich vorkommen. Damit kommt der in unseren
Versuchen nachgewiesenen pyrogenen Restaktivitit
praktische Bedeutung zu. Dies wird offensichtlich,
wenn man in Pyrifer-Einheiten umrechnet: 19 PE/mn]
(bei der 3%igen NaCl-Losung) entsprechen 57 Linhei-
ten Pyrifer/ml; 250 PE/ml (bei der 10%vigen Trauben-
zuckerlosung) sind wirkungsgleich mit 900 E/ml Pyri-
fer. Diese Restaktivitaten liegen demnach teilweise
wesentlich iiber den Dosen, die in der Klinik im Rah-
men der Fiebertherapie Verwendung finden.

Unsere Versuche zeigen, dall die Filtration von In-
jektionslosungen durch Seitz-Filter nur unter ganz
bestimmten Bedingungen eine sichere Entfernung 16s-
licher Pyrogene zur Folge hat. Diese Voraussetzungen
sind in der Praxis nicht immer gegeben. Die Verldll-
lichkeit der Seitz-Filtration mufl nach unserer Ansicht
praktisch fiir jede Losung gesondert nachgewiesen
werden.

Zusammenfassung:

Die Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, unter
welchen Voraussetzungen Seitz-EKS-Filter zur Ent-
fernung wasserloslicher Pyrogene aus Injektionslosun-
gen geeignet sind. Um die Grenzen der Methodik na-
her zu charakterisieren, wurde der Einflul der Be-
gleitmolekiile auf die Adsorptionskraft der Filter
quantitativ verfolgt. Hierbei erhielten wir folgende
Ergebnisse:

1. Der Adsorptionseffckt hingt in seinem Ausmaf
entscheidend von der Konzentration der Grund-
losung ab. Aus Lisungen niederer Konzentration
(0,9%ige NaCl- oder 3"ige Traubenzuckerlosung)
ist eine vollstindige Entfernung der Pyrogene mog-
lich, in Losungen hoherer Konzentration (3% NaCl,
10%0 Traubenzucker) bleibt dagegen ein mehr oder
weniger grofler Teil der Pyrogene im Filtrat zuriick.

. Nicht nur die Zahl, sondern auch die Grifie
der Molekiile bzw. Ionen beeinfluftt die Stdrke des
Adsorptionseffektes. So wirkt die 10%ige Losung
des relativ grof-molekularen Traubenzuckers we-
sentlich stiirker adsorptionshemmend als die 3%ige
NaCl-Lésung, obwohl letztere osmotisch dop-
pelt so aktiv ist.

3. Die Beeinflussung des Adsorptionseffektes kann
praktisch bedeutsam werden, wenn gleichzeitig der
Pyrogengehalt groff ist.

o
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Summary:

The Influence of Dissolved Substances on the Elimina-

tion of Water-soluble Pyrogens by Filfration

(Seitz filters).

The question whether Seitz EKS-filters are suitable
for the elimination of water-soluble pyrogens from
solutions designed for injection has been investigated.
In order to demonstrate the limitations of the method,
the effect of the addition of other molecules on the ad-
sorption capacity of the filters was investigated. The
following results were obtained:

1. The extent of adsorption depends on the concen-
tration of the originanolution,

The pyrogens are completely eliminated from solu-

tions of low concentration (0,9%/6 NaCl or 3% saccha-

rose). In solutions of higher concentration (3% NaCl
or 10%s saccharose) part of the pyrogens will remain
in the filirate.

2. The cxtent of adsorption is influenced not only by
the numbecr, but also by the size of the molecules or
ions. The 10% solution of saccharose with its large
molecules inhibits the absorption considerably more
than 3% NaCl solution, although the osmostic acti-
vity of the latter is twice as high.

3. The influence of dissolved substances on the extent
of adsorption may bear practical consequences in
solutions with a high content of pyrogens,
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